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Introdução: Reoperações representam cerca de 20% das cirurgias cardíacas, quase na 

totalidade com esternotomia, onde há a formação de aderências entre o coração, esterno e 

estruturas adjacentes. Lesões das câmaras cardíacas e grandes vasos pela serra esternal ou 

na dissecção dessas estruturas resultam em aumento da morbimortalidade e do sangramento 

perioperatório. Vários autores propuseram o uso de substitutos pericárdicos biológicos e 

sintéticos na tentativa de diminuir o risco de acidentes nas reoperações, porém sem 

resultados consistentes em longo prazo. A membrana de poli (álcool vinílico) – PVAl 

reticulado formam um hidrogel bastante estudado como biomaterial, com boa 

biocompatibilidade e características favoráveis ao seu emprego como substituto 

pericárdico. Objetivo: Caracterizar a membrana de PVAl quanto à capacidade de absorção 

de água, calcificação e citotoxidade e estudar o comportamento biológico da mesma como 

substituto pericárdico. Metodologia: Foram utilizadas amostras da membrana de PVAl 

reticulada por irradiação e realizados  ensaios de citotoxicidade em culturas de células 

VERO, da capacidade de absorção de água e de calcificação após o implante in vivo. Ratos 

da Raça Wistar foram divididos em quatro grupos: Grupo controle – pericardiotomia. 

Grupo Talco – colocação de talco sobre o epicárdio. Grupo PVAl – colocada membrana de 

PVAl circundando o coração. Grupo PVAl + Talco – colocado talco sobre o epicárdio e a 

membrana de PVAl circundando o coração. Após oito semanas foi realizada análise 

macroscópica e histológica dos corações. Avaliação estatística foi realizada com análise de 

variância (ANOVA) e teste de Dunnett com significância p<0,05. Resultados:  

A membrana de PVAl não apresentou citotoxicidade, sua capacidade de absorção de água 

foi de 42,4 ± 0,89% e mostrou valor médio de 0,00422± 0,00256% de cálcio da massa total 

do material analisado. Na análise macroscópica observou-se maior aderência no grupo 

Talco. Na análise histológica o grupo PVAl + Talco apresentou maior espessura epicárdica. 

Os grupos T e PVAl + Talco apresentaram maior número de células inflamatórias. 

Conclusão: A membrana não é citotóxica, apresentou boa capacidade de hidratação,  

a absorção de cálcio foi desprezível, não induziu formação de aderências pericárdicas,  

não provocou aumento da espessura epicárdica e não induziu aumento de migração de 

células de resposta inflamatória para o epicárdio, mostrando-se interessante para a 

aplicação desejada. 

Palavras Chaves: Reoperações, pericárdio, aderências, talco, hidrogel, colóide. 
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Background: Cardiac surgery reoperations represent around 20% of all surgical 

procedures. The main incision is sternotomy and after the first operation there are 

adherences joining the heart, sternum and neighboring structures. Cardiac chambers and 

great vessels lesions caused by sternal saw increase morbidity and mortality as well as 

perioperatory bleeding. Several authors had tried pericardial replacement with  biological or 

synthetic materials in order to decrease risks at reoperations, however with no significant 

results on long term. Polyvinyl alcohol (PVAl) is a well-known hydrogel, with good 

biocompatibility and favorable properties as a pericardium replacement. Objective: 

Describe the biological PVAl behavior as a pericardial replacement. Methodology: PVAl 

samples were reticulated by radiation. Cytotoxicity direct and indirect tests with VERO 

cells were performed.   We tested absorption water capability and in vivo calcification. 

Wistar rats were divided in four groups: Control – pericardium abrasion; Talc - talc 

insertion surrounding the heart; PVAl membrane – PVAl surrounding the heart; PVAl + 

talc – talc and PVAl membrane insertion surrounding the heart. All animals were kept for  

8 weeks and euthanized for study. Macroscopic and microscopic analyses were performed. 

Statistical analyses were performed with ANOVA and Dunnett post test. Results: The 

PVAl membrane showed no cytotoxicity. The water absorption capability was  

42,4 ± 0,89%. The calcification test showed only 0.00422± 0.00256% of calcium in the 

total mass of analyzed material. Macroscopic analysis showed higher adherences in the talc 

group. Histological analysis showed higher epicardium thickness in the PVAl + talc group, 

higher inflammatory cells in the talcum and PVAl + talc groups. Conclusion: The PVAl 

membrane hasn’t cytotoxicity. It has good water absorption capability and calcification was 

insubstantial. The membrane showed neither adherences formation nor inflammatory 

response.  

Key words: reoperation, pericardium, adhesions, talc, hydrogel, polyvinyl alcohol. 
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Atualmente, a esternotomia total longitudinal mediana é a incisão mais utilizada 

pelo cirurgião cardiovascular. Após ser introduzida em 1957 por Julian et al. que haviam 

operado 35 pacientes com esta técnica, a mesma tornou-se consagrada pelas suas inúmeras 

vantagens tais como acesso amplo ao coração e grandes vasos, facilidade na canulação dos 

mesmos, não interposição dos pulmões no campo operatório e seu fácil fechamento. 

As reoperações representam cerca de 20% dos procedimentos na cirurgia 

cardíaca contemporânea. Mais de uma reoperação pode ser necessária em alguns pacientes, 

e em cada uma há maior dificuldade e risco. A formação de aderências retroesternais e 

intrapericárdicas pós esternotomia é um fenômeno conhecido pelos cirurgiões 

cardiovasculares sendo causa significativa para o aumento na mortalidade e morbidade 

(Yau et al.,2000; Tsukiara et al., 2006). 

Já em 1969, Brown et al. publicaram suas experiências e complicações em 

repetidas esternotomias. Macmanus et al.(1975) em sua série de 100 pacientes submetidos a 

repetidas esternotomias, relataram complicações em 17 casos, havendo lesões de estruturas 

como artéria aorta, artéria pulmonar e câmaras cardíacas direitas. Chamaram a atenção para 

que as lesões causadas pela serra para esternotomia, que ocorreram apenas nos pacientes 

onde o pericárdio não havia sido fechado na operação prévia.  

Confirmando os dados de Macmanus et al. (1975), Dobell & Jain (1984) 

analisando questionários enviados a 131 cirurgiões descreveram que 87% das hemorragias 

ocorreram quando não houve síntese cirúrgica do pericárdio. A mortalidade variou de  

13 a 56% dependendo do local da lesão, que além dos já citados acima incluiu a veia 

braquiocefálica e os enxertos aortocoronários. No mesmo trabalho citaram técnicas 

utilizadas pelos vários cirurgiões participantes para evitar as lesões decorrentes de repetidas 

esternotomias. Isto já havia sido escopo de um artigo de Culliford & Spencer (1979) que 

propôs um conjunto de medidas para se realizar uma nova esternotomia com segurança. 

Além das graves lesões vasculares secundárias à re-esternotomia, existe outro 

fato a ser destacado: as aderências formadas entre o pericárdio e o epicárdio.  

Elas dificultam a identificação de estruturas epicárdicas como as artérias coronárias e os 

enxertos realizados previamente. Muitas vezes há necessidade de dissecção de todo o 
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epicárdio, resultando em uma grande superfície cruenta que pode causar sangramento no 

pós-operatório. (Tsukiaha et al., 2006; Revuelta et al., 1985).  

A primeira pericardiotomia retira da cavidade pericárdica seu fluido natural que 

lubrifica as superfícies do epicárdio e do pericárdio. A manipulação do coração durante a 

operação e a presença de sangue no saco pericárdico desencadeia a formação de aderências 

fibrosas entre estas duas superfícies. Findada a operação freqüemente não é possível o 

fechamento completo do pericárdio, devido ao aumento do volume do coração ou ao fato 

do pericárdio ter sido excisado e utilizado para reconstrução de alguma estrutura (Wang  

et al., 2007). Particularmente nos casos de revascularização do miocárdio ou implante de 

tubos valvados, o fechamento do pericárdio pode provocar distorção ou dobra nos enxertos 

(Revuelta et al., 1985). Com isto a exposição da superfície anterior do coração, propicia a 

formação de aderências fibrosas entre as estruturas expostas, o esterno e a parede torácica.  

No intuito de possibilitar o fechamento do pericárdio e diminuir a formação das 

aderências fibrosas entre o coração e as estruturas adjacentes, vários materiais têm sido 

propostos para tal utilização, porém seus efeitos em longo prazo não foram benéficos ou 

ainda não são bem conhecidos. 

Utilizando materiais biológicos como substitutos pericárdicos, há relatos de uso 

de fascia lata (Kohanna et al., 1977), dura mater (Bonnabeau et al., 1973), retalho pleural 

(Schechter et al., 1976), fascia do músculo reto abdominal com peritônio (Pacholewicz  

et al., 1994), pericárdio porcino (Gallo et al., 1978), pericárdio bovino (Gallo et al., 1982; 

Gabbay et al., 1989), pericárdio eqüino (Mathinsen et al., 1986) e solução de ácido 

hialurônico (Mitchell & Lee, 1994).  

Há trabalhos referentes à utilização de tecidos sintéticos de vários materiais 

como substitutos pericárdicos. Podemos citar dacron siliconizado (Mazuji & Lett, 1963), 

borracha siliconizada (Youmans et al.,1968;  Laks et al.,1981), membrana de 

poli(tretrafluoretileno) expandido - PTFE (Revuelta et al.,1985) e redes de ácido poli(ácido 

glicólico) (Gabbay et al., 1989).  Os autores publicaram seus trabalhos experimentais ou em 

estudos clínicos em pacientes submetidos a procedimentos paliativos ou corretivos nos 

quais reoperações seriam necessárias. Muitos resultados preliminares foram favoráveis, 

contudo não há relatos do seguimento em longo prazo. 
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Meus et al. (1983) em experimentos com cães compararam borracha 

siliconizada, PTFE de alta e de baixa porosidade, PTFE siliconizado,  filme de polietileno, 

propileno-etileno fluorinado, poliéster siliconizado, e pericárdio bovino tratado com 

glutaraldeído ou  etanol. Os substitutos pericárdicos protegeram o coração da serra esternal, 

contudo com todos os materiais sintéticos ocorreu reação com fibrose na superfície 

epicárdica imediatamente abaixo da membrana. De modo diferente, com o pericárdio 

bovino, independente do método de preparação, houve mínima formação de aderências em 

ambas as superfícies, facilitando a abertura do tórax e do saco pericárdico sem danos às 

estruturas adjacentes. Diferentemente destes autores, Gabbay et al. (1989) descreveram 

intensa formação de aderências  entre o pericárdio bovino e o coração quando os animais 

foram submetidos à circulação extracorpórea. Sabe-se também que o pericárdio heterólogo 

pode calcificar, complicando um futuro acesso ao coração (Gallo et al., 1982; Gabbay et al., 

1989). 

Novos materiais têm sido estudados na tentativa de diminuir a reação tecidual e 

formação de aderências. Entre os utilizados em trabalhos experimentais podemos citar 

membranas sintéticas mistas de poliéster e copolímero de silicone-poliuretano (Kajihara  

et al.,2005) e materiais absorvíveis como membrana  de colágeno sintético (Tsukhiara  

et al., 2006), solução ou filme de diacrilato de polietilenoglicol com derivado de ácido 

hialurônico (Connors et al., 2007) e a “cola” biológica Bioglue® (Wang et al., 2007). 

O polivinil álcool (PVAl) é um hidrogel caracterizado quimicamente como um 

polihidróxido sintético. Hermann & Haehnel em 1924 foram os pioneiros na sua obtenção, 

mas somente após a II Guerra Mundial que pesquisadores japoneses estudaram 

extensivamente suas propriedades básicas e aplicações, principalmente, na tecnologia de 

filmes e fibras (Peppas, 1987).  

Desde a década de 70, o PVAl tem sido extensivamente estudado como 

biomaterial (Peppas et al., 1977). Sua biocompatibilidade é considerada excelente,  

tem permeabilidade seletiva a fluidos e substâncias de baixo peso molecular como glicose e 

proteínas, mas não a células como fibroblastos e leucócitos (Burzac et al. 1994; Young  

et al., 1996). Adicionalmente o PVA não proporciona adesão de células na sua superfície 

(Kobayashi et al., 2001). 
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Recentemente várias aplicações biomédicas dos hidrogéis de PVAl têm sido 

pesquisadas. Podemos citar materiais para cirurgias de reconstrução tendões (bainhas) e de 

articulações (cartilagens sintéticas) (Kobayashi et a., 2001; Kobayashi et al., 2003), 

membranas de diálise (Darwis et al., 2002), tubos e outros artefatos que devam estar em 

contato com o sangue (Oka et al., 2000), suporte para cultura de tecidos, dispositivos 

controladores de liberação de drogas (Hassan et al., 1999), laringe artificial (Ratner et al., 

1981) e prótese valvares cardíacas (Wan et al., 2002; Jiang et al., 2004). Dessa forma,  

o PVAl é um hidrogel reconhecidamente utilizado em aplicações biomédicas devido às suas 

propriedades químicas e mecânicas, além de excelente biocompatibilidade (Ratner , 1981). 

Do exposto, este trabalho tem o objetivo de estudar o comportamento biológico 

da membrana de  PVAl como substituto pericárdico, verificando a formação de aderências 

entre o coração e a membrana, assim como os efeitos da mesma sobre o epicárdio. 
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• Caracterizar a membrana de poli (álcool vinílico) – PVAl quanto à capacidade de 

absorção de água, calcificação após implante in vivo e citotoxicidade; 

• Estudar o comportamento biológico da membrana de poli (álcool vinílico) – PVAl como 

substituto pericárdico, avaliando a formação de aderências, a espessura e a presença de 

células de reação inflamatória no epicárdio. 
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O trabalho foi realizado após aprovação na comissão de Ética em 

Experimentação Animal (CEEA) do Instituto de Biologia (IB) da Universidade Estadual de 

Campinas (Aceite 1127-1), seguindo as determinações do Conselho Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA). 

1- Obtenção das membranas de poli (álcool vinílico) - PVAl 

As membranas foram obtidas a partir de soluções aquosas de PVAl (Aldrich 

Mw 89000-98000 g/mol, 99% hidrolisado) na concentração de polímero em solução de 

10% (p/p). Para tanto, 20 ml desta solução foi vertida em placas de Petri de 10 cm de 

diâmetro. As placas foram deixadas em temperatura ambiente durante uma semana para 

que o solvente evaporasse. 

Após o período de secagem as amostras agora, em forma de membranas,  

foram submetidas a tratamento químico de acetalização através da sua imersão por 24 horas 

em uma solução a 60°C contendo formaldeído, ácido sulfúrico e sulfato de sódio anidro na 

proporção de 60: 50: 300g, respectivamente. As membranas, após tratamento,  

foram lavadas em água destilada corrente por um período de 24 horas para remoção de 

resíduos da solução de acetalização sendo acondicionadas hidratadas em água destilada em 

geladeira até serem submetidas à irradiação (Mondino et al., 1999; Shii et al., 1995).  

A espessura final das membranas era de 1 mm. 

Posteriormente as membranas foram reticuladas no Instituto de Pesquisas 

Energéticas e Nucleares (IPEN) da Comissão Nacional de Energia Nuclear (CNEN), 

utilizando-se radiação ionizante de feixe de elétrons (electron beam - EB) emitido por 

acelerador de elétrons Dynamitron (E = 1,5 MeV) produzido pela Radiation Dynamis, Inc 

com dose de irradiação de 25kGy. (Bavaresco, 2004).  

 

2- Caracterização das membranas de poli (álcool vinílico) - PVAl 

2.1- Ensaios de citotoxicidade das membranas de poli (álcool vinílico) - PVA 

Foram utilizadas células VERO, uma linhagem celular do tipo fibroblastos 

originários de rim de Macaco Verde Africano (Cercopithecus aethiops), obtidas junto ao 

Instituto Adolfo Lutz, localizado na cidade de São Paulo-SP. Estas células foram mantidas 
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no Laboratório de Cultura Celular do IB da UNICAMP, em meio Ham F-10  

(Sigma Chemical Co., St Louis, MO- USA) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino 

(SFB)- Nutricell, Campinas-SP-Brasil- a 37o C.  As células VERO são linhagens 

recomendadas para testes de citotoxicidade e interações com biomateriais (Kirkpatrick, 

1992). Foram utilizadas para o desenvolvimento do Ensaio de Citotoxicidade Indireta (ECI) 

e Ensaio de Citotoxicidade Direta (ECD) das membranas de poli (álcool vinílico) - PVAl. 

 

2.1.1- Ensaio de citotoxicidade indireta (ECI) 

As amostras da membrana de PVAl foram trituradas e submersas em meio Ham 

F-10 com 10% de SFB a 37oC na proporção de 0,2g/ml de meio por 48 horas, para 

realização do ECI segundo normas internacionais (Kiirkpatrick, 1992; Sjogren et al., 2000). 

O objetivo é a extração de possíveis substâncias tóxicas solúveis eliminadas pelas amostras. 

Após a obtenção dos extratos para realização do ECI, uma suspensão celular na 

concentração de 3x105 células/ml foi inoculada em placas de 96 poços (Corning Costar 

Corporation, Cambridge, MA, USA) e as células cultivadas por 24 horas a 37°C. 

Após este procedimento, o meio de cultura presente na placa foi trocado pelos 

respectivos extratos adquiridos após o período de imersão das membranas. As células 

foram cultivadas nestas condições por mais um período de 24 horas a 37°C. Foi utilizada 

como Controle Positivo de Toxidade (CPT) uma solução de meio Ham F-10 com 10% SFB 

e 10% de Fenol, que é altamente nocivo a células; e como Controle Negativo de Toxidade 

(CNT) o extrato de poliestireno que não oferece nenhum tipo de interferência ao 

desenvolvimento celular. Decorrido o período de cultivo de 24 horas, foram feitas imagens 

para análise qualitativa das células vivas em contraste de fase utilizando Microscópio 

Invertido Olympus IX-50. 

Em seguida, através da utilização do Teste de Viabilidade Celular pelo ensaio 

com MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolium) as membranas de 

PVAl inoculadas na placa de cultura receberam em cada poço 200µl de meio Ham-F10 

com 10µl de tampão Hepes e 50µl de MTT Sigma (5µg/ml em PBS - Phosfate Buffer 

Saline). Este reagente evidencia a mitocôndria de células metabolicamente ativas 
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demonstrando o número de células viáveis contidas na placa. Após a adição do MTT a 

placa foi incubada no escuro por quatro horas a 37°C. Decorrido o período de incubação,  

o meio com o MTT foi removido e 200µl de dimetilsulfóxido (DMSO) mais 25µl de 

tampão glicina Sorensen pH 10,5 foi adicionado em cada poço para dissolver os cristais 

formados pelo MTT e conseqüentemente corar as células marcadas por este reagente. 

A leitura da absorbância foi feita em leitor de Microplacas Multiskan 

Bichromatic Version 1.06 Microplate Reader (Labsystems Inc, Helsinki, Finland)  

em comprimento de onda de 540nm. Foram utilizados como controle de reação poços onde 

não houve o cultivo de células, mas foram adicionados os mesmos reagentes descritos 

anteriormente. 

 

2.1.2- Ensaio de citotoxicidade direta (ECD) 

Este ensaio visa à observação dos possíveis efeitos deletérios sobre as células a 

partir do contato direto das mesmas com a superfície do material estudado. Para avaliação 

do ECD, células VERO foram cultivadas diretamente sobre as membranas em meio  

Ham F-10 com 10% de SFB a 37º por 24h. Para verificar a atividade celular, após o período 

de incubação, o meio de cultura foi removido e cada poço recebeu 200µl de meio Ham-F10 

com 10mM de tampão Hepes e 50µl de MTT Sigma (5µg/ml em PBS - Phosfate Buffer 

Saline). A placa foi incubada no escuro por quatro horas a 37°C. Para acessar o número de 

células viáveis através de leitura de absorbância o MTT foi removido e 200µl de DMSO 

mais 25µl de Tampão glicina Sorensen pH 10,5 foi adicionado. A leitura das absorbâncias 

foi feita em leitor de Microplacas Multiskan Bichromatic em comprimento de onda de 

540nm e utilizamos como controle de reação, poços onde não houve o cultivo de células. 

Decorrido o período de cultivo de 24 horas, foram feitas imagens para análise qualitativa 

das células vivas em contraste de fase utilizando Microscópio Invertido Olympus IX-50.  

 

2.2- Capacidade de absorção de água - (Equilibrium Water Content - EWC) 

Para a caracterização quanto à capacidade de absorção de água (EWC), 

pequenas amostras secas e pesadas foram imersas em água destilada até atingirem peso 

constante, ou seja, até que a sua capacidade máxima de absorção fosse atingida.  
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Assim, EWC foi determinado como uma média entre cinco determinações, de acordo com a 

fórmula: 

EWC = mi no gel / mgel 

(mi no gel = massa da amostra de hidrogel hidratada menos a massa da amostra de hidrogel seca e mgel é a 

massa da amostra de hidrogel hidratada). 

 

2.3- Análise da quantidade de cálcio na membrana após o implante in vivo 

Para se verificar a ocorrência de calcificação in vivo nas membranas de poli 

(álcool vinílico) - PVAl, o seguinte protocolo foi realizado: 

Cinco ratos da raça Wistar, do sexo masculino, de aproximadamente 300g de 

peso, considerados adultos jovens, foram submetidos a o procedimento de implante de 

membrana de PVAl (1cm2) no dorso conforme a técnica: 

• Indução da anestesia em câmara com oxigênio com vaporização de Halotano na 

concentração de 3,5% e manutenção da mesma com máscara de oxigênio com 

vaporização de Halotano na concentração de 3%. 

• Tricotomia na região dorsal direita. 

• Antissepsia do campo operatório com solução alcoólica de PVPI (polivinilpirrolidona 

iodo). 

• Colocação de campos estéreis. 

• Incisão dorsal paramediana no tórax. 

• Divulsão do tecido celular subcutâneo. 

• Colocação da membrana de PVAl sobre o gradeado costal direito, fixando-o com sutura 

de fio de polipropileno 5.0. 

• Sutura da pele com fio de nylon 3.0. 

Terminada a recuperação anestésica os animais foram encaminhados ao 

biotério, recebendo analgesia com 200mg/kg de paracetamol via oral. 

Após quatro semanas os animais foram sacrificados com aprofundamento da 

anestesia, sendo retiradas as membranas. 
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A análise da incorporação de cálcio na membrana foi quantitativa, utilizando 

espectrometria de fluorescência de raios X. Neste método os raios X são emitidos por uma 

fonte primária de Ródio incidindo sobre a superfície da membrana seca, numa área de dez 

mm de diâmetro, com penetração da na ordem de 30 microns, analisando a difração dos 

raios induzida pelo cálcio (Espectrômetro Rigaku, modelo RIX 3100). 

 

3- Protocolo experimental 

A ordem de realização dos procedimentos cirúrgicos foi determinada por 

sorteio. 

Foram realizados quatro grupos experimentais, cada um com cinco animais: 

• Grupo controle: Os animais foram submetidos à toracotomia paramediana esquerda,  

com abertura da cavidade pericárdica, seguida do fechamento da toracotomia. 

• Grupo talco: Os animais foram submetidos à toracotomia paramediana esquerda,  

com abertura da cavidade pericárdica e colocação de talco cirúrgico sobre a superfície 

epicárdica, seguida de fechamento da incisão. 

• Grupo PVAl: Os animais foram submetidos à toracotomia paramediana esquerda,  

com abertura da cavidade pericárdica e envolvimento do coração com a membrana de 

PVA, seguida de fechamento da incisão. 

• Grupo PVAl + talco: Os animais foram submetidos à toracotomia, com abertura da 

cavidade pericárdica, colocação de talco cirúrgico de granulometria uniforme sobre a 

superfície epicárdica e envolvimento do coração com a membrana de PVA, seguida de 

fechamento da incisão. 

 

3.1- Técnicas anestésicas e cirúrgicas 

Indução da anestesia em câmara com oxigênio com vaporização de Halotano na 

concentração de 3,5% e manutenção da mesma com máscara de oxigênio com vaporização 

de Halotano na concentração de 3%. 
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• Tricotomia torácica anterior. 

• Antissepsia do campo operatório com solução alcoólica de PVPI (polivinipirrolidona 

iodo). 

• Colocação de Campos estéreis. 

• Incisão paramediana esquerda no tórax. 

• Divulsão do tecido celular subcutâneo. 

• Abertura do tórax por secção do quinto arco costal, junto à borda esternal esquerda. 

• Exposição da cavidade torácica com afastador auto-estático. 

• Abertura da cavidade pericárdica e realização do procedimento proposto (colocação de 

talco, membrana de PVAl ou PVAl + talco). 

• Sutura do plano muscular com fio de algodão 2.0. 

• Sutura da pele com fio de nylon 3.0. 

Terminada a recuperação anestésica os animais foram encaminhados ao 

biotério, recebendo analgesia com 200mg/kg de paracetamol via oral. 

Após seis semanas os animais foram eutanasiados com aprofundamento da 

anestesia. 

 

4- Avaliação macroscópica via estereomicroscópio (lupa) com luz incidente  

Após o sacrifício dos animais, foi realizada a necrópsia. As amostras foram 

mantidas em solução fisiológica 0,9% sob temperatura entre 0 e 1ºC para evitar a autólise 

tecidual até o momento da sua visualização. A caracterização macroscópica foi realizada 

utilizando estereomicroscópio (lupa) modelo Olympus SZ40 com luz incidente com 

aumento de 40 vezes. 
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A intensidade da adesão foi graduada numa escala de 0 a 3 de acordo com o 

critério: 

0- Sem aderências. 

1- Aderências frouxas que podiam ser separadas facilmente com auxílio de pinças 

anatômicas. 

2- Aderências que necessitavam de divulsão com tesoura para serem separadas. 

3- Aderências que necessitavam de secção com tesoura para serem separadas. 

Em cada grupo foi realizada uma média dos valores, sendo obtido o índice de 

aderência. 

 

5- Avaliação histológica em microscopia óptica convencional 

Após a fixação em formaldeído a 10% os corações foram seccionados no 

sentido transversal, em sua porção média, retirando as fatias para inclusão em parafina e 

preparo das lâminas para avaliação histológica, sendo coradas tanto pela hematoxilina e 

eosina quanto pelo tricrômio de Masson. 

Em cada lâmina corada pela hematoxilina e eosina, de modo aleatório,  

três campos foram fotografados com câmera digital acoplada ao microscópio convencional 

com objetiva de 40X sendo feita contagem do número de células de processo inflamatório 

(linfócitos, plamócitos, mastócitos e células gigantes) por campo. 

Da mesma forma, em cada lâmina corada pelo tricrômio de Masson,  

de modo aleatório, três campos foram fotografados com câmera digital acoplada ao 

microscópio convencional com objetiva de 10X, sendo realizada medida da espessura 

máxima do epicárdio. 
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6- Método estatístico 

Foi utilizado análise de variância (ANOVA) e o teste de Dunnett para detecção 

entre os grupos. Foi considerado p<0,05 como significante. 

Todos os gráficos foram realizados com o software Microcal Origin, versão 5.0 

para Windows (Microcal Software Inc., Northampton, MA, USA, www.microcal.com). 
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1- Ensaios de citotoxidade direta e indireta 

O número de células viáveis no grupo controle positivo foi de 167 ±  

26,83 células (IC 95%: 133,7 a 200,3 células), o do grupo controle negativo foi de 567,4 ± 

35,47 células (IC 95% 523,4 a ± 611,4 células), o do grupo citotoxicidade direta de 420,8 ± 

38,16 células (IC 95%: 373,4 a 468,2 células) e o do grupo citotoxicidade indireta de  

431,8 ± 25,29 células (IC 95%: 400,4 a 463,2 células) (Gráfico1).  
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Gráfico 1- Citotoxicidade direta e indireta da membrna de PVAl. Valores expressos em 

média e dois erros padrão da média. “Positivo” – Ensaio controle positivo. 

“Negativo” – Ensaio controle negativo. “Direta” – Ensaio de citotoxicidade 

direta. “Indireta” – Ensaio de citotoxicidade Indireta. (*) diferença com 

significância estatística aos demais grupos (p<0,05). 

Ambos os ensaios de citotoxidade direta e indireta foram diferentes do controle 

positivo de citotoxicidade, mostrando que a membrada de PVAl não é citotóxica.  

 

 

 

Resultados 

34



 

Figura 1- Análise qualitativa das culturas de células. Imagens em contraste de fase 

utilizando Microscópio Invertido Olympus IX-50. (A) controle negativo;  

(B) controle positivo; (C) citoxicidade indireta do PVA; (D) citoxicidade direta 

do PVAl.  

Observar a semelhança dos ensaios de citotoxidade direta e indireta da 

membrana de PVAl com o ensaio controle negativo, o que reforça a ausência de 

citotoxidade. 

 

2- Capacidade de absorção de água (Equilibrium Water Content - EWC) da 

membrana de PVAl 

A análise da capacidade de absorção de água das membranas de PVAl por 

gravimetria em cinco amostras mostrou valor médio de 42,4% ±0,89% (IC 95%: 41.29 a 

43.51%). 
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3- Análise da quantidade de cálcio da membrana de PVAl após 28 dias de implante in 

vivo 

A análise de cinco amostras após 28 dias de implante no subcutâneo 

demonstrou um valor médio de 0,00422 ± 0,00256 % de cálcio da massa total no material 

analisado (IC 95%: 0,00124 a 0,00760% da massa total).  

 

4- Análise macroscópica da aderência 

O índice médio de aderência do grupo controle foi de 0,85 ± 0,84 (IC 95%:  

-0,24 a 1,84), a do grupo talco de 2,4 ± 0,89 (IC 95%: 1,29 a 3,5), a do grupo PVAl de zero 

± zero (IC 95%: zero a zero) e a do grupo PVAl + talco de 0,6 ± 0,89 (IC 95%:  

-0,51 a 1,71) (Gráfico 2). 
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Gráfico 2- Índice de aderência na observação macroscópica por grupo. Valores expressos 

em média e dois erros padrão da média. (*) diferença com significância 

estatística em relação ao grupo controle (p<0,05). 

Como demonstrado no gráfico acima, houve diferença com significância 

estatística apenas do grupo talco em relação ao grupo controle. 
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Figura 2- Fotos dos corações dos animais após oito semanas de intervenção, 

imediatamente após a eutanásia (aumento de duas vezes). A - Grupo Controle, 

B - Grupo Talco, C - Grupo PVAl e D - Grupo PVAl + Talco.  

 

5- Análise Microscópica 

5.1- Espessura Epicárdica  

A espessura epicárdica média do grupo controle foi de 159,5 ± 292,3 μm  

(IC 95%: -26,27 a 345,2 μm), a do grupo talco de 196,6± 217,7 µm (IC 95%: 88,36 a  

04,9 µm), a do grupo PVAl de 364,9 ± 161,4 µm (IC 95%: 275,5 a 454,3 µm) e a do grupo 

PVAl + talco de 787,7 ± 368,5 μm (IC 95%: 583,7 a 991,8 μm) (Gráfico 3).  
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Gráfico 3- Espessuras do epicárdio por grupo. Valores expressos em média e dois erros 

padrão da média. (*) diferença com significância estatística em relação ao 

grupo controle (p<0,05). 

Houve diferença com significância estatística em relação ao grupo controle 

apenas do grupo PVAI + talco, como demonstrado no gráfico acima. 
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Figura 3- Fotomicrografia dos cortes histológicos dos corações corados pelo Tricrômio de 

Masson, observados à microscopia óptica convencional com objetiva de 10X.  

A- Grupo controle, B- Grupo Talco, C- Grupo PVAl e D- Grupo PVAl + Talco. 

Observar a espessura camada epicárdica (Setas). 

 

5.2- Número de Células Inflamatórias 

O número médio de células inflamatórias por campo do grupo controle foi de 

2,75 ± 5,21 células (IC 95%: -0,56 a 6,06 células), o do grupo talco de 62,83 ±  

90,09 células (IC 95%: 18,03 a 107,6 células), o do grupo PVAl de 43,53 ± 26,19 células 

(IC 95%: 275,5 a 454,3 células) e o do grupo PVAl + talco de 68,33 ± 45,22 células  

(IC 95%: 43,29 a 93,38 células) (Gráfico 4). 
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Gráfico 4- Número de células inflamatórias por grupo. Valores expressos em média e  

dois erros padrão da média. (*) diferença com significância estatística em 

relação ao grupo controle (p<0,05). 

Como demonstrado no gráfico acima, houve diferença com significância 

estatística em relação ao grupo controle nos grupos talco e PVAl + talco. 

 

6- Observações histológicas 

Grupo controle (figura 4-A): O epicárdio está com mesotélio presente e 

preservado, camada subepicárdica com trama delicada e fibras de colágeno Tipo III com 

presença de fibroblastos e fibrócitos. 

Grupo talco (figura 4-B): Há intensa reação inflamatória crônica, com presença 

de linfócitos, plasmócitos e de macrófagos ativados fagocitando material particulado,  

com arranjos nucleares sugerindo aparecimento de células gigantes do tipo corpo estranho 

(setas). 

Grupo PVAl (figura 4-C): O mesotélio está preservado. A camada 

subepicárdica se apresenta mais espessada devido ao aumento de matriz extracelular 

formada por substância fundamental, fibras conjuntivas principalmente por colágeno tipo 
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III, com grande regularidade. Há presença de macrófagos ativos e inativos, infiltrado 

lifoplasmocitário, fibroblastos e fibrócitos. 

Grupo PVAl + talco (figura 4-D): O epicárdio se apresenta bastante espessado 

devido à fibrose e reação inflamatória onde são vistos: fibroblastos e fibrócitos, 

polimorfonucleares, macrófagos ativos e inativos, células gigantes tipo corpo estranho 

(seta), linfócitos e plasmócitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4- Fotomicrografia dos cortes histológicos dos corações corados pela Hematoxilina 

e Eosina, observados em microscópio convencional com objetiva de 40 X.  

A- Grupo controle, B- Grupo Talco, C- Grupo PVAl e D- Grupo PVAl + Talco. 
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Lesões teciduais ocorrem inevitavelmente em todos os procedimentos 

cirúrgicos devido ao trauma direto ao se cortar, manipular e suturar. Lesões indiretas nos 

tecidos adjacentes ao campo operatório também ocorrem, pela dissecção, lesões térmicas 

ou à abrasão. Cliff et al. (1973) analisando histologicamente o pericárdio de animais 

submetidos à operações cardíacas indicaram que as lesões ao mesotélio são indutoras de 

formação de aderências. 

O desenvolvimento de aderências pericárdicas pós-operatórias é relacionado ao 

aumento do risco das reoperações em cirurgias cardiovasculares, devido ao dano potencial 

ao coração, grandes vasos ou enxertos, além de problemas relacionados ao tempo 

operatório prolongado, sangramento aumentado e infecções (O’Brien et al. 2001). 

Segundo Nkere et al. (1994), nas áreas de lesões do mesotélio pericárdico há 

deposição de fibrina, resultando inicialmente, em aderências tênues entre o epicárdio e o 

pericárdio. Subseqüentemente, se estas aderências não são quebradas, elas se organizam em 

aderências fibrosas devido à síntese de tecido conectivo patológico por fibroblastos 

ativados. Análises histológicas do pericárdio de pacientes submetidos à cirurgia cardíaca 

demonstraram eventos iniciais similares a estes descritos, com diminuição da atividade 

fibrinolítica mesotelial, acúmulo de fibrina e alterações inflamatórias decorrentes da lesão 

mesotelial. 

Muitas técnicas têm sido descritas para reduzir o risco de formação de 

aderências pericárdicas, destacando o uso de substitutos pericárdicos obtidos a partir de 

materiais biológicos ou sintéticos. Entre os biológicos, muitos investigadores têm relatado a 

eficácia do pericárdio heterólogo, incluindo o eqüino e bovino (Heydorn et al., 1987;  

Meus et al., 1983; Gabbay et al. 1989) Entretanto estas membranas também podem induzir 

aderências ou mesmo se calcificarem (Gallo et al., 1982; Gabbay et al., 1989). 

No grupo de materiais sintéticos podemos citar a borracha siliconizada, filme de 

polietileno (PE), tela de dacron e membrana de politetrafluoretileno expandido (PTFE). 

Este último, que apesar de ter sido descrito como efetivo, ainda tem uso clínico limitado 

devido à indução de cápsula fibrótica, o que causa preocupação (Laks et al., 1981;  

Meus et al., 1983; Revuelta et al., 1985; Tsukhiara et al., 2005). 
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Uma desvantagem dos materiais acima citados é que todos, biológicos ou 

sintéticos, são opacos. O fato de eles não serem transparentes certamente interfere na 

visualização da arquitetura cardíaca e dos enxertos previamente realizados, dificultando a 

reabordagem. 

Os hidrogéis são polímeros sintéticos hidrofílicos, capazes de absorver água 

sem se dissolver. Suas propriedades mecânicas irão depender de diversos fatores como o 

tipo de monômero, a densidade da reticulação de sua estrutura final, da concentração do 

agente de reticulação e da capacidade de absorção de água entre outras. Os hidrogéis de 

PVAl são biomateriais inertes sendo permeáveis a metabólitos, inabsorvíveis, esterilizáveis, 

podem ser obtidos em uma variedade de espessuras e formas, além de apresentarem 

similaridades físicas com os tecidos moles do organismo (Ratner, 1996). Por isso,  

nas últimas décadas essa classe de materiais tem recebido atenção devido a sua excepcional 

promessa em aplicação biomédica, já sendo reconhecidamente utilizados como 

componentes de lentes de contato hidrofílicas, bandagens, próteses mamárias e cartilagens 

articulares. 

Além das características já descritas, os hidrogéis de poli (álcool vinílico) - 

PVAl reticulados por irradiação, têm propriedades particulares que o tornam interessantes. 

Devido ao processo de reticulação ser gerado via irradiação de feixe de elétrons,  

não havendo a necessidade de agente químico de reticulação, o hidrogel tem grau de pureza 

excelente, livre de outras moléculas que poderiam alterar suas propriedades como 

biomaterial. A densidade de reticulação que interferirá diretamente na capacidade de 

absorção de água, é facilmente controlada alterando a intensidade irradiação, estando o 

material estéril ao fim do processo. Somado a estas vantagens, os hidrogéis de PVAl têm 

baixa adesividade e elevada transparência, o que os tornam atrativos para serem utilizados 

como substituto pericárdico, já que além de evitar a formação de aderências,  

não dificultaria a visualização das estruturas epicárdicas em caso de reoperação. 

No presente trabalho, para se avaliar a possibilidade de se utilizar a membrana 

de PVAl reticulada por irradiação de feixe de elétrons como substituto pericárdico, ensaios 

com a mesma foram realizados para caracterizá-la, além dos protocolos previamente 

descritos na metodologia. Para facilitar a discussão, esta será dividida de acordo com os 

parâmetros estudados. 
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1- Citotoxicidade 

Uma definição simples para biomaterial é aquele utilizado para restaurar a 

funcionalidade de um tecido ou órgão natural danificado e é esperado que ele realize sua 

função sem causar efeitos adversos nas outras partes do organismo (Batchelor, 2004).  

Para tal, uma característica essencial é a ausência de citotoxicidade.  

Neste estudo, conforme descrito na metodologia, foram feitos ensaios de 

citotoxicidade indireta e direta da membrana de PVAl, comparando com os grupos 

controles positivo e negativo para citotoxicidade. 

Houve diferença estatística entre ambos os ensaios de citotoxicidade em 

comparação ao controle positivo no qual foi utilizado o fenol, substância sabidamente 

citotóxica. Isto mostra que o PVAl não é citotóxico, visto que não impediu o crescimento 

celular nem de modo direto quando as células foram colocadas em cultura sobre sua 

superfície, nem de modo indireto quando foi colocado o extrato da membrana no meio de 

cultura. 

Quando comparamos os ensaios de citotoxidade com o grupo controle negativo, 

onde as células foram cultivadas em presença de poliestireno (substância inerte), também 

houve diferença estatística. Isto classifica o PVAl como citoestático, ou seja, retarda a 

velocidade crescimento celular mas não o impede, não sendo  portanto, citotóxico. 

Ao se observar as culturas de células em contraste de fase na microscopia com 

luz invertida, a semelhança do aspecto geral da cultura e da morfologia das células entre os 

ensaios de citotoxicidade do PVAl e o grupo controle negativo são nítidas, assim como a 

diferença do grupo controle positivo com os demais, reforçando a ausência de citotoxidade 

da membrana de PVAl. 

 

2- Capacidade de absorção de água 

A membrana de poli (álcool vinílico) - PVAl obtida pelo processo de irradiação 

tem como característica a alta capacidade de hidratação, fato demonstrado pela análise da 

capacidade de absorção de água (Equilibrium Water Content - EWC) de 42,4% em média. 
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A densidade de reticulação obtida através do processo de irradiação possibilitou este 

desempenho.  

 

3- Análise da quantidade de cálcio após implante in vivo 

No nosso material, a análise da quantidade de cálcio presente nas membranas 

de PVAl após um período de implante in vivo de 28 dias mostrou um valor desprezível.  

Isto demonstra que as membranas de poli (álcool vinílico) implantadas permaneceram 

livres de calcificação, o que é uma característica muito favorável à aplicação desejada. 

Outros autores como Gallo et al. (1982) e Gabay et al. (1989) descreveram calcificação dos 

implantes de pericárdio heterólogo utilizados como substitutos pericárdicos. A calcificação 

do substituto pericárdio certamente dificulta uma futura reabordagem do coração. 

 

4- Análise macroscópica 

O talco é um material sabidamente indutor de aderências, sendo a principal 

substância para realização de pleurodese como em casos de derrame pleural por neoplasias 

(Davies et al., 2008). Ele foi utilizado no trabalho com a intenção de se ter um grupo 

controle positivo para aderências, resultado confirmado pela diferença do grupo talco na 

indução de aderências em relação aos demais grupos.  

O grupo PVAl não foi diferente do grupo controle, mostrando que a membrana 

de PVAl não induziu formação de aderências, além do mais na observação macroscópica os 

corações revestidos pela membrana, a superfície epicárdica permaneceu lisa, transparente, 

sendo possível observar os vasos coronarianos. 

No grupo PVAl e talco também não foi observada diferença com significância 

estatística em relação ao grupo controle. Era esperado que o talco desencadeasse a 

formação de aderências, porém elas apareceram apenas em regiões do coração fora da área 

revestida pela membrana de PVAl, o que nos leva a concluir que de certo modo a 

membrana preveniu o aparecimento das traves fibrosas. 
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Nas últimas décadas a membrana de PTFE expandido é a mais citada na 

literatura com substituto pericárdico. Ela protege o coração da serra para esternotomia, 

contudo induz reação inflamatória epicárdica, às vezes intensa, dependendo da porosidade 

da membrana, com fibrose difusa e relatos de deformação da própria membrana decorrente 

da densidade do tecido fibroso (Meus et al., 1983; Revuelta et al., 1985; Lu et al., 1998). 

No presente estudo, de modo oposto, a membrana de PVAl não induziu formação de 

aderências, além de ter a vantagem de ser transparente, permitindo a visualização das 

estruturas epicárdicas. 

 

5- Análise microscópica 

O talco induz reação inflamatória intensa, com liberação de vários fatores 

inflamatórios pelas próprias células mesoteliais como descrito por Acencio et al. (2007)  

em trabalho experimental com cultura de células mesoteliais de coelhos. Os autores 

descreveram aumento significante dos níveis de interleucina 8 (IL-8), fator de crescimento 

endotelial (VEGF) e fator de crescimento beta (1TGF-beta1) nas culturas de células 

mesoteliais pleurais expostas ao talco.  De modo análogo, o mesotélio pericárdico em 

contato com o talco deve liberar estas citocinas, induzindo a migração de grande quantidade 

de células inflamatórias para o epicárdio. 

Em nosso material, este fato pode ser observado na histologia dos dois grupos 

expostos ao talco, com desenvolvimento de resposta inflamatória crônica, havendo 

presença de grande número de linfócitos, plasmócitos, mastócitos ativados e células 

gigantes, caracterizando reação inflamatória crônica do tipo corpo estranho. Na análise 

estatística isto pode ser confirmado pelo aumento com significância do número de células 

inflamatórias por campo dos grupos talco e PVAl e talco em relação aos grupos controle e 

PVAl. 

Quanto à espessura do epicárdio, foi detectado aumento com significância 

estatística apenas no grupo PVAl e talco, provavelmente devido ao fato deste ter sofrido 

pelo menos três estímulos indutores de reação inflamatória com subseqüente fibrose:  

a própria pericardiotomia com abrasão do epicárdio, as presenças do talco e da membrana 

de PVAl.  
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Nos corações do grupo PVAl não houve aumento com significância estatística 

da espessura epicárdica nem do número de células inflamatórias por campo em relação ao 

grupo controle, reforçando a característica do material em ser bioinerte. Entretanto, 

observando os cortes histológicos, nota-se a presença de infiltrado inflamatório crônico, 

este muito mais discreto que nos grupos expostos ao talco. Outra observação que deve ser 

destacada é a ausência de células gigantes, não havendo caracterização de reação do tipo 

corpo estranho, fato necessário para o material ser classificado como bioinerte. 

 

6- Considerações finais 

No presente estudo, a membrana de poli (álcool vinílico) - PVAl mostrou um 

comportamento biológico desejável, sem citotoxidade, não se calcifica, não induz formação 

de aderências entre ela e o epicárdio, além de não induzir reação inflamatória do tipo corpo 

estranho, sendo um biomaterial promissor como substituto pericárdico. 

Algumas limitações do estudo devem ser destacadas. Os achados experimentais 

não são completamente reprodutíveis clinicamente, pois o pericárdio murino é 

extremamente delgado e de difícil manuseio, o sangramento foi mínimo e não foi realizada 

circulação extracorpórea.  

Para mimetizar a situação clínica, é necessário o desenvolvimento de outros 

modelos experimentais, em outras espécies nas quais o pericárdio é mais espesso,  

com outras variáveis como o tempo de observação, uso de circulação extracorpórea, 

sangramento e maior dano ao epicárdio.  

Com relação às características da membrana de PVAl , pode-se estudar 

membranas de diferentes graus de reticulação, com capacidades variáveis de absorção de 

água, com impregnação de fármacos, entre outras, abrindo um campo vasto para a 

experimentação e aprimoramento do biomaterial. 



 

CONCLUSÃO 
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A membrana de poli (álcool vínico) - PVAl 

• Apresenta boa capacidade de absorção de água, calcificação desprezível após o implante 

in vivo por quatro semanas e não apresenta citotoxicidade nas células VERO. 

• Não induziu formação de aderências pericárdicas, não provocou aumento da espessura 

epicárdica e não induziu aumento de migração de células de resposta inflamatória para o 

epicárdio.  
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